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rozprawy doktorskiej mgr Michaliny Kazek
»Wpltyw metabolitéw wytwarzanych przez entomopatogenny grzyb Conidiobolus

coronatus na wybrane procesy fizjologiczne stawonogéw”

Wsréd najliczniejszej grupy zwierzat na $wiecie — owadéw wystepuje szereg gatunkéw
wywierajacych szkodliwy wptyw na gospodarke i zdrowie cztowieka. Od dtuzszego juz czasu w
walce ze szkodliwymi owadami stosowane sa réznego rodzaju syntetyczne pestycydy
fosforoorganiczne, karbaminiany, pyretroidy czy chlorowane weglowodory, ktore cho¢ sa
skuteczne owadobodjczo, to jednak wywotuja negatywne skutki w $rodowisku, sa trudno
biodegradowalne, a obecnie ponad 500 gatunkéw szkodliwych owaddw wyksztatcito juz na nie
wysokg oporno$¢. Walka ze szkodliwymi owadami opornymi na klasyczne insektycydy
generuje coraz wieksze koszty. Przyktadowo, tylko w ostatnich latach na zwalczanie larw
komardw corocznie wydatkowanych jest okoto 2 miliardéw dolaréw, nie liczac juz ogromnych
kosztow zwigzanych z leczeniem ludzi. Wobec pojawienia sie negatywnych skutkéw dziatania
syntetycznych pestycyddw poszukuje sie alternatywnych, bardziej bezpiecznych i gatunkowo
selektywnych metody kontroli szkodnikéw owadzich, na przyktad przy wykorzystaniu jako
bioinsektycydy peptydomimetykéw lub zastosowaniu jako naturalnych insektycydéw bakterii,
wiruséw czy grzybéw entomopatogennych. Obecnie badania te majg duze znaczenie
innowacyjne i potencjalnie aplikacyjne.

W ten kierunek badan zwigzanych z poszukiwaniem nowych naturalnych preparatéw
owadobojczych wpisuje sie wtasnie rozprawa doktorska mgr Michaliny Kazek wykonana pod

Kierunkiem prof. Mieczystawy Bogu$ w tutejszym Instytucie Parazytologii Polskiej Akademii

ul. Umultowska 89. Collegium Biologicum, 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 55 56. fax. +48 61 829 56 36
biologia@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

uAM %;}lg:(iiai?]igzg?)ll%ggiiii i Biologii Rozwoju Zwierzat
e ——————————————
Nauk. W przyjetej formule badawczej w rozprawie zatozono podejécie kompleksowego
zbadania oddziatywania metabolitdw wytwarzanych przez grzyb Conidiobolus coronatus na
wybrane procesy fizjologiczne kilku przedstawicieli stawonogéw, gtéwnie owadéw i kleszcza.

W  przedstawionej do recenzji rozprawie doktorskiej pt. SWptyw metabolitow
wytwarzanych przez entomopatogenny grzyb Conidiobolus coronatus na wybrane procesy
fizjologiczne stawonogéw” mgr Michalina Kazek zidentyfikowata wséréd wyizolowanych z
grzyba 77 metabolitow dwa zwigzki - alkohol benzylowy i dodekanol o wysokiej aktywnosci
owadobdjczej oraz wykonata szerokg analize ich plejotropowego dziatania fizjologicznego w
réznych kombinacjach eksperymentalnych na poziomie tkankowym, komérkowym i
biochemicznym u modelowych gatunkéw owadow.

Podjeta przez Autorke w pracy doktorskiej problematyka badawcza jest w swoim
zatozeniu oryginalna i ma istotne znaczenie dla opracowania nowych preparatow
owadobdjczych. Znaczenie naukowe tej rozprawy polega nie tylko na okresleniu wagi samego
problemu badawczego, ale i na poznaniu selektywnosci gatunkowej i specyfiki mechanizméw
toksycznego oddziatywania testowanych metabolitbw na zdolnoéci obronne owadéw w
zakresie funkcji petnionych przez kutikule i uktad immunologiczny. Przy wyznaczaniu
zasadniczych celéw badawczych Doktorantka sformutowata poprawnie odpowiednie zatozenia
badawcze, ktére w dalszej czesci pracy w rozdziale Dyskusja poddata szczegotowej analizie.

Zasadniczy problem, jak i gtébwne cele badawcze Doktorantka sformutowata na
podstawie wczesniejszego, gruntownego zapoznania sie z dotychczasows literatura fachowg
dotyczacy tego zakresu tematyki, co doktadnie opisata we Wstepie rozprawy. W mojej opinii
idea podjecia badan prezentowanych w ramach tej rozprawy doktorskiej byta w petni
uzasadniona i zostata dobrze udokumentowana potrzeba uzupetnienie istniejacych luk w
aktualnej wiedzy z zakresu sformutowanego tematu, zwiaszcza ze wzgledu na potrzebe
doktadniejszego poznania mechanizméw toksycznego dziatania metabolitow C. coronatus na
funkcje obronne owaddéw. Pod wzgledem merytorycznym przedstawiony zakres badan, jak i
uzyskane wyniki w rozprawie sg zgodne ze sformutowanym tytutem oraz wyznaczonymi
gtéwnymi celami i szczegdtowymi zadaniami i mieszcza sie w ramach wyznaczonej

problematyki badawczej.

ul. Umultowska 89. Collegium Biologicum. 61-614 Poznan
NIP 777 00 06 350, REGON 000001293

tel. +48 61 829 55 56. fax. +48 61 829 56 36
biologia@amu.edu.pl

www.biologia.amu.edu.pl



UNIWERSYTET IM. ADAMA MICKIEWICZA W POZNANIU

Wydzial Biologii
uAM Zakiad Fizjologii i Biologii Rozwoju Zwierzat
e ——————

Mgr Michalina Kazek swojg rozprawe doktorska przygotowata wedtug klasycznego
schematu przyjetego dla opracowan prac eksperymentalnych. Cato$¢ rozprawy zostata
zamieszczona tgcznie na 168 stronach, na ktérych oprdcz tekstu przedstawione zostaty
pogladowe schematy oraz duza liczba rycin i tabel z uzyskanych wynikéw badan.
Przygotowujgc starannie tak obszerny materiat do manuskryptu Doktoranta zapewne wiozyta
duzo pracy przy jego opracowaniu, co z mojej strony zastuguje na uznanie. W strukturze
rozprawy zostaty wyréznione podstawowe rozdziaty, tj. Wstep, Cele pracy, Materiaty i metody,
Wyniki, Dyskusja, Posumowanie i Whnioski oraz spis cytowanej Literatury, obejmujacy tacznie
203 pozycje. Na poczatku rozprawy Doktorantka dodatkowo dotgczyta Streszczenie w jezyku
polskim i angielskim, wprowadzajgce czytelnika w cato$¢ analizowanej problematyki, jak i
pokazujgce dokonane osiggniecia badawcze w tej pracy.

Praca napisana jest przystepnym jezykiem i podczas jej lektury nie znalaztem
nadmiernie rozwlektych fragmentéw lub merytorycznie mato istotnych dla omawianych
zagadnien i pod tym wzgledem stanowi zwartg forme, w ktérej zachowane sg odpowiednie
proporcje objetosci tekstu odnoszgce sie do przedstawionej problematyki badawczej, opisu
metod, uzyskanych wynikoéw i ich dyskusji oraz wyciggnietych wnioskéw.

Istotnym walorem przedstawionej mi do oceny rozprawy jest niewatpliwie dobrze
zaprezentowany we Wstepie przeglad aktualnej wiedzy na temat stosowania $rodkow
owadobojczych, w tym grzybéw entomopatogennych i ich potencjalnego wykorzystania,
mechanizmu infekgcji grzybowej, fizjologicznych mechanizméw obronnych u owadoéw, indukgji
stresu oksydacyjnego i typdw programowanej $mierci komaérkowej. Odnosnie do cato$ci tych
zagadnien Doktorantka przesledzita bogate piSmiennictwo, czesto najnowsze, dokonata
gruntownej analizy aktualnego stanu wiedzy na ten temat i przygotowata interesujgcg czesc
pracy, ktéra po drobnych skréceniach nadaje sie do publikacji w formie artykutu
przegladowego. Szeroka analiza wymienionych zagadnien przeprowadzona przez
Doktorantke we Wstepie pozwolita na sformutowanie merytorycznie poprawnych gtownych
celdw i szczegdtowych zadan badawczych.

Podczas realizacji zaplanowanych doswiadczen w rozprawie mgr Michalina Kazek

zastosowata szereg wiasciwie dobranych biotestéw fizjologicznych i nowoczesnych metod
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badawczych, pozwalajgcych na okreslenie selektywnoéci gatunkowe; i specyfiki mechanizméw
toksycznego dziatania grzyba i jego aktywnych metabolitdbw u modelowych gatunkéw owadéw.
Zastosowanie przez Doktorantke technik hodowli kilku gatunkéw owaddw, biotestow
toksykologicznych in vivo i in vitro, procedur histologicznych, metod immunohistochemicznych,
analizy wolnych kwasoéw ttuszczowych technikg GC/MS, hodowli in vitro komérek owadzich
czy testow do wykrywania apoptozy/nekrozy i pomiaru aktywnoéci enzymoéw stresu
oksydacyjnego w mojej ocenie jest godne zauwazenia, gdyz pokazuje wielostronne
opanowanie nowoczesnego warsztatu pracy przez Autorke w zakresie eksperymentdw
fizjologicznych i toksykologicznych. Podobnie, sposéb przeprowadzania anestezji, pobierania
hemolimfy oraz izolacja tkanki ciata ttuszczowego i cewek Malpighiego do badan wskazujg, ze
opanowata Ona réwniez precyzyjne wykonywanie procedur mikrochirurgicznych. Chciatbym w
tym miejscu recenzji dodatkowo podkresli¢, ze mam duze uznanie dla inwencji Doktorantki w
odniesieniu do merytorycznie poprawnego wyboru i zastosowania metod laboratoryjnych przy
realizacji okreslonych celéw badawczych. Moge zatem stwierdzi¢, ze pod wzgledem
metodologicznym uzyskane wyniki w rozprawie nie budzag watpliwosci i pozwalaja w oparciu o
nie na wiasciwe interpretacje odnosnie toksycznego dziatania grzyba C. coronatus i
powodowanych przez jego dwa metabolity - alkohol benzylowy i dodekanol efektéw na
poziomie biochemicznym, komérkowym, tkankowym i catego organizmu owada.

Z przeprowadzonych kombinacji eksperymentalnych Doktorantka uzyskat duzg ilo$é
danych i czes¢ wynikowa rozprawy stanowi rzeczywiscie duzg dawke nowych informadji dla
czytelnika. Zamieszczone dane w formie wykresow zostaty poprawnie opracowane, nie
zawierajg elementow zbednych i sg czytelne, a w legendach pod wykresami znajduja sie
wszystkie potrzebne informacje dla petnego zrozumienia prezentowanych zaleznoséci bez
koniecznosci cofania sie i zagladania w tym celu do wcze$niejszego rozdziatu metodycznego.
Mgr Michalina Kazek opisata skrupulatnie uzyskane wyniki badan, przedstawiajgc rodzaj
wystepujgcych zmian w poszczegdlnych analizowanych parametrach i zaleznoéciach.

Przy interpretacji uzyskanych wynikéw badan w rozdziale Dyskusji oraz formutowaniu
bardziej ogdlnych wnioskéw Autorka rozprawy wykazata duzg rozwage, jak i znajomo$é

danych literaturowych. Dyskusja zostata przeprowadzona poprawnie pod wzgledem
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formutowaniu wnioskéw.

W koncowych dwoéch rozdziatach rozprawy Doktorantka dokonata syntetycznego
podsumowania catosci wykonanych badan i wyciagneta szereg prawidtowych pod wzgledem
merytorycznym wnioskéw, popartych odpowiednimi dowodami, ktére nie wybiegaja poza
otrzymane dane eksperymentalne. Za najwazniejsze osiagniecia uzyskane przez mgr
Michaline Kazek w przedstawionej rozprawie uwazam:

1. Wykrycie na podstawie biotestow toksykologicznych in vivo dwdch metabolitéw od C.
coronatus - alkoholu benzylowego i dodekanolu o wysokiej aktywnosci owadobodjczej i
ustalenie ich selektywnosci dziatania w zalezno$ci od gatunku i stadium rozwojowego much C.
vicina i C.vomitoria. Wynik ten jest szczegdlnie godny uwagi dlatego, ze uzyskano go na
podstawie biotestu z wykorzystaniem tak duzej liczby az 77 metabolitéw.

2. Wykazanie powodowanych przez alkohol benzylowy i dodekanol zmian jako$ciowych
i ilosciowych w sktadzie wolnych kwaséw ttuszczowych na powierzchni kutikuli larw i
osobnikéw dorostych G. mellonella i C. vicina, co sugeruje potencjalne mozliwosci topikalnej
aplikacji tych zwigzkéw nie tylko w dalszych badaniach, ale réwniez w praktyce.

3. Stwierdzenie specyfiki toksycznego charakteru dziatania alkoholu benzylowego na
ciato ttuszczowe larw G. mellonella, charakteryzujacego sie rozpadem tej tkanki. Doktorantka
tym doswiadczeniem wykazata, ze alkohol benzylowy dociera po aplikacji topikanej w gtgb
ciata larw az do tej tkanki, petnigcej wazne funkcje troficzne, detoksykacyjne i biosyntetyczne u
owadow. Autorka dowiodta zarazem, ze dziatanie toksyczne tego alkoholu ma charakter
plejotropowy.

4. Wykrycie odmiennego mechanizmu hemocytotoksycznego dziatania obu metabolitow
u G. mellonella i C. vicina w wyniku, ktérego immunokompetentne komorki — hemocyty
kierowane sg na szlak nekrozy, tak w warunkach in vivo, jak i in vitro, co sugeruje, ze zwigzki
te poprzez hemocel moga dociera¢ wraz z hemolimfg do innych tkanek i narzgdéw.

5. Udowodnienie, ze oba metabolity w istotny, cho¢ zréznicowany sposéb, zaburzaja

homeostaze fizjologiczng w hemolimfie larw G. mellonella, indukujac zmiany w aktywnos$ci
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enzymow zwigzanych ze stresem oksydacyjnym i modyfikujac poziom korncowego produktu
peroksydacji lipidow - dialdehydu malonowego (MDA) w tej tkance.

W przygotowanym tek$cie pracy Doktorantka nie unikneta jednak drobnych
niedociggnie¢, co z obowigzku recenzenta chciatbym w tym miejscu  wskazaé i
przedyskutowac podczas obrony rozprawy.

- W legendzie pod rycing 1, dodatkowego uzupetnienia wymagaja naniesione na
przedstawionym schemacie oznaczenia cyfrowe 6 i 7,

- na str. 22 w.1 od géry fragment zapisanego zdania ,...ciato ttuszczowe (odpowiednik watroby
u ssakow)... sugeruje zmieni¢ na , ciato ttuszczowe (odpowiednik watroby i tkanki
ttuszczowej)...”. Badania ostatnich lat dowodza, ze pod wzgledem funkcjonalnym duze
podobienstwo do watroby ssaka wykazujg takze oenocyty owadoéw,

- w tytule podrozdziatu 5.5 oraz w Spisie Tresci i na str. 52 sugeruje usuniecie akronimu
GM/MS, poniewaz poprzedzajacy go zapis jest w peni wystarczajgcy pod wzgledem
informacyjnym,

- ha str. 55 w.5 od gory sugeruje zmiane zapisanego sformutowania ,\W celu znarkotyzowania
owady...” na W celu anestezji owady...” Odno$nie tego zdania prosze tez o
wyjasnienie dlaczego lawy G. mellonella kilka razy zanurzano w wodzie i jak diugo byta
wykonywana ta czynnos$c¢?,

- w nagtéwku tabeli 3 na str. 67 oraz na str. 130 w.12 od géry i w. 4 od dotu zapisany jest skrét
....CAS...”. Prosze o wyjasnienie co ten skrot oznacza, poniewaz takiego wyjasnienia
brak w Spisie Skrotow,

- Tabela 4 zawiera dane o aktywnosci owadobdjczej 77 metabolitdw grzyba C. coronatus u
larw i dorostych much C. vicina i C. vomitoria, a tabela 5 dane odno$nie wptywu tych
zwigzkow na dtugos¢ trwania rozwoju larw obu gatunkéw much. W zwigzku z tymi
wynikami prosze o wyjasnienie nastepujgcych kwestii: (1) czy zamieszczone dane w
tab. 5 wyrazone sg w dniach, a jesli tak to, w ktérym stadium larwalnym (czy w L3 ?) i w
jakiej fazie rozwoju w tym stadium (w fazie obligatoryjnego czy fakultatywnego zeru ?)
podawano larwom badane zwigzki. W Materiatach i Metodach nie zostaty podane te

informacje. (2) czy dane dotyczace $miertelnoéci larw odnosza sie do ostatniego
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stadium rozwojowego? (3) czy przy ocenie $miertelno$ci u dorostych much testowane

zwigzki aplikowano zaraz po linieniu imaginalnym? (4) w tekscie na str. 72 podana jest

informacja, ze alkohol benzylowy i dodekanol opdzniaty proces wylinki imaginalnej u C.

vivina, a brak byto wptywu tych zwigzkéw na proces przepoczwarczania u C. vomitoria.

Prosze o wyjasnienie czy obserwacje te odnosza sie do much, ktére rozwinety sie z

traktowanych wczes$niej testowanymi zwigzkami poczwarek czy larw?,

- pod rycinami 16 — 18 sugeruje podanie poziomu istotnosci statystycznej ,p”, dla otrzymanych
danych,

- na str. 136 w.6-9 w zapisanym fragmencie tekstu ,Hemocyty rowniez aktywnie uczestniczg w
homeostazie owaddw poprzez regulowanie stezenia réznych substancji w hemolimfie.

Sa gtbwnym organem metabolizmu posredniego owada”. Jak mam rozumie¢ ten

fragment tekstu? Czy jednak ta charakterystyka nie odnosi sie do funkgcji ciata

ttuszczowego?,
- na str.138 w.17 od gory nalezy skorygowac zapis (Il typ $mierci komérkowej)” na (I typ
$mierci komérkowej)”,
Podczas czytania rozprawy zauwazytem takze pewne pomytki literowe czy drobne
niedociagniecia redakcyjne dotyczace cytowanej literatury, ktére wymagajg korekty.
Podsumowanie i wnioski koncowe

Mgr Michalina Kazek wyciggneta szereg wnioskéw z przeprowadzonych badan, ktére
sg poparte dowodami eksperymentalnymi i w mojej ocenie stanowig wyczerpujgce odpowiedzi
na postawione wczesniej hipotezy i pytania. Uwazam, ze wnioski sg merytorycznie poprawne,
sformutowane zostaty klarownie i nie wykraczajg poza stwierdzone fakty doswiadczalne i
zawierajg elementy interpretacyjne, co szerzej uwzgledniono w Streszczeniu rozprawy.

Pragne w tym miejscu podkresli¢, ze wyszczegdlnione wczesniej przez mnie drobne
niedociggniecia w oceniane] rozprawie nie zmieniajg interpretacji wynikdw ani
wyprowadzonych z nich wnioskow. Sg natury technicznej, redakcyjnej, sugerujg pewne
uzupetnienia, odnoszg sie do bardziej precyzyjnego zapisania niektérych fragmentéw tekstu w
pracy, jednak nie pomniejszajg wartosci merytorycznej rozprawy i mozna je fatwo poprawic

podczas przygotowania catosci pracy lub jej czesci do druku. Chciatbym zatem stwierdzi¢, ze
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przedstawiona rozprawa stanowi warto$ciowe opracowanie i dostarcza szeregu nowych
danych dotyczacych selektywno$ci gatunkowej i specyfiki tkankowej toksycznego dziatania
entomopatogennego grzyba C. coronatus i jego dwoch najbardziej aktywnych metabolitéw -
alkohol benzylowego i dodekanolu u modelowych gatunkéw owadoéw.

Pod wzgledem merytorycznym oceniana rozprawa jest pierwszym tego typu
kompleksowym opracowaniem w zakresie toksykologicznego dziatania obu metabolitdw
grzyba C. coronatus na poziomie biochemicznym, komérkowym, tkankowym i catego
organizmu owada. Uzyskane wyniki w tej pracy sa wartosciowe nie tylko dlatego, ze moga
stanowi¢ punkt wyjscia do podjecia dalszych badan zaleznosci struktura — aktywno$é w celu
otrzymania jeszcze bardziej aktywnych i specyficznie dziatajacych analogéw obu metabolitdw,
ale rowniez dlatego, ze wskazujg na mozliwo$¢ potencjalnego zastosowania tych zwiazkéw
przy opracowywaniu alternatywnej metody zwalczania szkodliwych owadow.

W podsumowaniu moge stwierdzi¢, ze przedtozona mi do oceny rozprawa doktorska w
peti odpowiada warunkom okreslonym w Ustawie o Stopniach i Tytule Naukowym i daje
podstawy merytoryczne do ubiegania sie o stopien doktora nauk przyrodniczych. Dlatego
wnioskuje do Wysokiej Rady Naukowej Instytutu Parazytologii im. Witolda Stefanskiego
Polskiej Akademii Nauk o dopuszczenie mgr Michaliny Kazek do dalszych etapdéw przewodu
doktorskiego i jednoczesnie wnosze o wyréznienie Jej rozprawy stosowng nagroda, co

uzasadnitem w oddzielnie dotagczonym wniosku.

Prof. drhab. Grzegorz Rosifiski

Poznan, dnia 25.09.2017
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Uzasadnienie wniosku o wyréznienie nagroda rozprawy doktorskiej

mgr Michaliny Kazek

Do zgtoszenia wniosku o wyréznienie rozprawy doktorskiej mgr Michaliny Kazek
motywowato mnie kilka wzgledéw. Oceniana rozprawa pod wzgledem merytorycznym wnosi
przede wszystkim szereg nowych danych do naszej wiedzy odnos$nie selektywnoéci gatunkowe;
i specyfiki fizjologicznej mechanizmoéw toksycznego dziatania dwdch aktywnych metabolitow
entomopatogennego grzyba Conidiobolus coronatus — alkoholu benzylowego i dodekanolu u
wybranych gatunkéw modelowych owadéw. Jest to jedno z nielicznych dotad tak
kompleksowych opracowan pokazujacych szerokie spektrum zmian wywotanych przez oba
zwigzki w funkcjach systeméw obronnych owada na poziomie tkankowym, komérkowym i
biochemicznym. Uzyskane dane w tej pracy sa warto$ciowe nie tylko dlatego, ze moga
stanowi¢ punkt wyjécia do podjecia dalszych badan nad poszukiwaniem bardziej aktywnych i
specyficznie dziatajgcych syntetycznych agonistow obu metabolitéw, ale takze dlatego, ze
moga zosta¢ wykorzystane przy opracowywaniu nowych preparatéw do zwalczania szkodliwych
owadow.

Majac na uwadze wartos¢ merytoryczng uzyskanych wynikbw w prezentowane;j
rozprawie, jak i zawarty element innowacyjnosci w tej pracy oraz potencjalne znaczenie
praktyczne wykonanych badan, prosze Wysokg Rade Naukowg Instytutu Parazytologii im.
Witolda Stefanskiego Polskiej Akademii Nauk o wyréznienie rozprawy mgr Michaliny Kazek

stosowng nagroda.
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